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論 文 題 目  
Transduction of Oct6 or Oct9 gene concomitant with Myc family gene induced osteoblast-like  
phenotypic conversion in normal human fibroblasts 
 
論文内容の要旨 
 骨芽細胞は骨形成を担っており，内因性の骨再生において重要な役割を果たしている．近年, 
細胞の分化を制御する特異的な転写因子群を体細胞に導入することで，多能性幹細胞を介さず
に目的の体細胞に直接転換する direct reprogramming が報告されている．われわれは 
Runt-related transcription factor 2 （Runx2と略）， Osterix，Octamer-binding transcription factor 3/4
（Oct3/4 と略）および L-myc の 4 因子の遺伝子をヒト線維芽細胞（Normal human dermal 
fibroblasts: NHDFsと略）に導入することで，誘導骨芽細胞への direct reprogrammingに成功し
た．また，Oct3/4と L-mycの 2因子だけを導入し，骨芽細胞様の表現型に転換できた．しかし，
骨芽細胞特異的な転写因子を含まない 2 因子だけで，NHDFs を骨芽細胞様細胞に転換できる
メカニズムは不明である．Oct3/4と L-myc の役割を理解するためには，Oct3/4以外の Oct family 
やL-myc以外のmyc familyでも骨芽細胞様の表現型を誘導できるかどうかを明らかにする必要
がある．本研究の目的は，すべての Oct familyと myc familyの組み合わせを NHDFsへ共導入
し, どの組み合わせが NHDFsを骨芽細胞様の表現型に誘導できるかを検討することである． 
 Oct family （Oct1，Oct2，Oct3/4，Oct 5/7，Oct6，Oct8，Oct9および Oct11）と myc family （c-myc, 
L-myc および N-myc）の各遺伝子をそれぞれ含む pMX レトロウイルスベクタープラスミドを
作製し, PLAT-GP 細胞にトランスフェクションした. 得られたレトロウイルスベクターを
NHDFs に種々の組み合わせで感染させた．24 時間後から ascorbic acid およびβ-glycerol 
phosphateを添加した骨芽細胞誘導培地で 28日間培養した．Runx2と Osteocalcinの遺伝子発現
を real time RT-PCR法で解析した．石灰化骨基質の産生を Alizarin Red S染色で可視化し，吸光
度を測定し定量した．Runx2と Osteocalcinのタンパク発現を免疫染色で評価した． 
 NHDFsへOct family member遺伝子をそれぞれ単独またはL-myc遺伝子と共導入したところ，
Oct3/4，Oct6またはOct9遺伝子のいずれかとL-myc遺伝子を共導入した細胞でRunx2のmRNA
発現が強く誘導された．これらの細胞は, Alizarin Red S染色により強く染色される細胞外マト
リックスを産生した．また，Runx2 のタンパクを発現していた．Oct3/4，Oct6 または Oct9 遺
伝子のいずれかと myc family member遺伝子のいずれかを共導入したところ，Oct9と N-myc を
共導入した細胞が最も強力にRunx2のmRNAを発現していた．そのmRNAはOct3/4とN-myc，
Oct9 と L-myc，Oct9 と N-myc を組み合わせて導入した細胞の順に発現していた．Osteocalcin
のmRNAもOct9とN-mycを共導入した細胞で最も強力に発現した.  免疫染色でも同様にOct9
と N-myc を共導入した細胞が Runx2 と Osteocalcin のタンパクを強力に発現した．Oct3/4 と
N-myc または Oct6と N-mycを共導入した細胞にも Osteocalcinのタンパク発現がみられた. 
 Octタンパクは Pit-Oct-Unc （POUと略）ファミリーのサブクラス転写因子である．POUタ
ンパクのサブクラスはクラスⅠからⅥまでの 6 種類に分類されている．POU クラスⅡ，Ⅲ，
Ⅴは Octタンパクと呼ばれている．Oct1，Oct2および Oct11は POUクラスⅡに，Oct5/7，Oct6，
Oct8 および Oct9はクラスⅢに，Oct3/4はクラスⅤに分類される．本研究で L-mycと組み合わ
せることで NHDFsを骨芽細胞様の表現型を有する細胞に転換できた Oct3/4，Oct6と Oct9はい
ずれも POUクラスⅢまたはⅤに属している．一方，POUクラスⅡに分類される Oct 遺伝子か
らは骨芽細胞用の表現型に転換できなかった．Oct3/4，Oct6 および Oct9 が骨芽細胞の分化に
関与するとの報告はないが，本研究の結果，Oct6 および Oct9 が骨芽細胞の分化に関与する可
能性があると考えた．Oct3/4と c-myc は, いずれも iPS細胞誘導に寄与する Yamanaka’s factors
であり, 細胞の初期化に関与する. L-myc と N-myc はいずれも iPS 細胞誘導における c-myc の
機能を代替することができる．一方，Oct3/4以外の Oct family memberは，iPS細胞誘導におけ
る Oct3/4の機能を代替することはできない．したがって，Oct familyは iPS細胞を誘導する場
合とは異なった下流遺伝子群を転写調節することによって，骨芽細胞への direct reprogramming
を誘導していると考えた． 
 本研究の結果から，骨芽細胞様の表現型は Oct3/4，Oct6または Oct9遺伝子のいずれかと myc 
family遺伝子のいずれかを組み合わせて NHDFsへ共導入することで誘導できた．Oct6や Oct9
が転写調節している下流遺伝子が判明すれば，皮膚線維芽細胞を骨芽細胞へ転換する direct 
reprogrammingのメカニズムが解明できる可能性がある． 
 
